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　酢酸菌は、古くから食酢醸造に用いられてきた微生物であり、人の食生活と密接に関連した身近な微生物
である。自然界では、花や果実に主に生息しており、それらに含まれる糖や糖アルコールを利用して生育す
ると共に、酵母及び乳酸菌と共生関係を構築する。酢酸はアセトインやイソ酪酸などとともに昆虫を誘引す
る物質として知られている。酢酸発酵は、膜結合型アルコール脱水素酵素、及びアルデヒド脱水素酵素によ
り触媒されるエタノールを酢酸へ酸化する反応であり、これは酢酸菌の呼吸鎖に該当する。酢酸菌研究はパ
ストゥールの発見に端を発するため長い歴史を有するものの、その研究対象は長らく、上記膜酵素の諸特性
解析や、それらを介した電子伝達系の機序解明に限られていた。
　近年、遺伝子操作技術の進歩に伴い、酢酸菌においても遺伝子レベルでの解析が可能になり、代謝動態が
研究されるようになった。酢酸菌の中でも Komagataeibacter europaeus は、高いエタノール酸化能力及び酢
酸耐性を有し、食酢製造の現場で利用されている。高い安全性と増殖能力の高さは遺伝学を遂行するのにも
適した性質といえよう。本菌ではドラフトゲノム配列が決定され、プラスミドベクターも開発されているが、
遺伝学の研究は限られていた。
　上記を踏まえ、著者は本論文において、K.europaeus の中枢代謝制御因子 Lrp（Leucine responsive regulator）
に注目し、その転写因子としての機能に注目した。本因子はロイシン感受性の転写因子として同定されたが、
他の分岐鎖アミノ酸やポリアミンの生合成なども支配する中枢転写因子の一つである。酢酸菌は酢酸発酵が
進むにつれて細胞内 pH が急速に低下する。KeLrp が pH 変動を感知するセンサータンパク質として機能変
化するかについても注目し、研究を展開している。
論 文 内 容 の 要 旨
　本論文は、序論（第１章）、本文４章（第２章から第５章）、及び総括と展望（第６章）からなる。酢酸
酸性下での K. europaeus 生存における KeLrp の機能解明を主たる目的とし、KeLrp の新規標的遺伝子の同定、
さまざまな pH 条件下における KeLrp の標的遺伝子に対する結合親和性の解析、トランスクリプトーム解析
による Kelrp 破壊株の遺伝子発現動態解析、および得られたデータをもとに KeLrp による遺伝子発現制御機
構を推定した。
　第２章では、Kelrp 完全欠損株が示したアミノ酸要求性を指標として、KeLrp により制御されるアミノ酸
代謝経路および遺伝子を特定した。また、Kelrp 部分欠損株における標的遺伝子の発現動態をもとに、Kelrp
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部分欠損株（推定リガンド認識領域欠損株）培養液に蓄積する代謝産物として、新たにポリアミンを特定した。
　第３章では、第２章において特定したポリアミンの、ショウジョウバエに対する誘引性を検証した。本章
では特に、欧米の果樹栽培において甚大な被害を引き起こしているオウトウショウジョウバエを解析対象と
して供試した。はじめに種々のポリアミン水溶液を用いた捕虫実験を行い、それらの誘引性を評価した。続
いて、使用する酢酸菌および製造手法の違いによって、食酢に最終的に含まれるポリアミン含量に差異が生
じることを明らかにした。さらに、ポリアミン含量の異なる食酢を用いた捕虫実験を行い、オウトウショウ
ジョウバエの高効率な捕捉を達成する上での、食酢に含まれるポリアミンの重要性を明らかにした。
　第４章では、大腸菌由来の Lrp（EcLrp）および KeLrp の標的遺伝子プロモーターに対する結合親和性、
およびそれらのタンパク質分子としての構造安定性を比較解析した．はじめに、pH 感受性改変型 green 
fluorescent protein、 GFP2 （pHluorin2）発現株を用いて、大腸菌および K. europaeus の細胞内 pH を推定し、K. 
europaeus の細胞内 pH が酢酸生成に伴い低下することを確認した。続いて、EcLrp および KeLrp 組換えタン
パク質とそれぞれの標的遺伝子プロモーター領域を用いたゲルシフトアッセイをさまざまな pH 条件下で行
い、KeLrp が低 pH 依存的に標的 DNA へ結合することを明らかにした。最後に、円偏光二色性分析を行い、
KeLrp の二次構造が広範な pH 条件下で安定的に維持されることを明らかにした。
　第５章では、K. europaeus 野生株、Kelrp 完全欠損株、および Kelrp 推定リガンド認識領域欠損株の mRNA
を供試し、トランスクリプトーム解析 (mRNA-seq 法 ) を行なった。本解析により、アミノ酸代謝以外の、
KeLrp の新規標的遺伝子を探索した。また、Kelrp 完全欠損株および推定リガンド認識領域欠損株の遺伝子
発現動態を比較することで、KeLrp における C 末端側領域の役割を考察した。
　第６章では、本研究で解明された結果を総括すると共に、今後の展望と解決すべき課題について記述した。
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
　酢酸菌 Komagataeibacter europaeus は食酢の工業生産において広く用いられている重要な産業微生物であ
り、その安全性の高さは立証されている。一方で、本菌は酢酸菌の中でも生育速度の速さ、培養制御の容易
性、遺伝子破壊系と機能相補系の確立など遺伝学を行う基盤が整っている微生物でもある。本研究では中枢
転写因子 KeLrp に注目し、この転写因子が細胞内の pH センサーとして機能し、多くの遺伝子発現に影響を
及ぼしていることを示した。一連の研究の中で、KeLrp はアミノ酸の生合成だけでなく、ポリアミンの分泌
にも関与することを明らかにした。さらにポリアミンが飛翔昆虫誘引に関与することにも触れ、コバエ誘引
性の強化された食酢の利用性についても言及している。
　本論文の重要な貢献は以下の３点である。
　（1）Kelrp 遺伝子の完全欠損株、推定リガンド認識領域欠損株を用いてトランスクリプトーム解析を行う
ことで、本因子がアミノ酸生合成経路以外にエントナードゥドルフ経路、ペントースリン酸経路、ピル
ビン酸代謝、酢酸代謝、電子伝達系を制御する中心転写因子であることを明らかにした。特に酢酸資化
経路の主要酵素であるアセチル CoA シンターゼ遺伝子の発現、アルコール脱水素酵素の補欠分子であ
るピロロキノリンキノンの生合成系遺伝子の発現が KeLrp により支配されていることを、はじめて明ら
かにした。また、KeLrp が、ポリアミンの生合成と分泌に関与する遺伝子の発現を支配していることも
示した。
　（2）KeLrp、大腸菌由来の Lrp（EcLrp）を精製し、それらの構造を円偏光二色性分析により比較し、
KeLrp はより低い pH 環境で構造を維持することを示した。さらに、速度論的解析により結合特性が pH
に依存して変化することも明らかにした。これらの知見は KeLrp が細胞内で pH センサーとして機能し、
細胞内の代謝を調節していることを示唆する。
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　（3）KeLrp の推定リガンド認識領域欠損変異を設計し、ポリアミンを高生産する酢酸菌を創出した。本株
培養液の飛翔昆虫に対する誘引性、各成分を用いた誘引性の評価を行い、ポリアミンが酢酸やエタノー
ルなど既知の誘引物質以上に高い機能成分であることを示した。
　本論文の内容は、著者が６年間にわたり行なってきた研究成果である。内容の多くは査読付き学術誌６報
（Applied and Environmental Microbiology に２報、Journal of Bioscience and Bioengineering に４報）に掲載され
ており、そのうちの２報は筆頭著者である。さらに１編の総説（日本醸造協会誌）、１編の学会見聞録（日
本ポリアミン学会誌）を執筆している。さらに日本生物工学会、日本農芸化学会をはじめ米国微生物学会、
国際酢酸菌学会など国内外の場で、本論文の内容を自ら発表している。特に2017年度のゴードン会議におい
ては、ポスター発表者から選抜されて口頭発表を行う機会を与えられた。英語論文の執筆に加え、国際学会
での発表などから十分な英語運用能力を持つと判断した。審査委員会は本論文の提出に先立ち、2018年11月
20日に事前審査会を開催し、論文提出にふさわしい内容であることを判断した。2019年１月28日に公開の論
文審査会（公聴会を兼ねる）を行い、著者が論文内容と用いた手法について理解していること、関連する分
野に対しての学識を有すること、将来の研究遂行に十分な能力を持つことを確認した。
　以上の事により、審査委員会は本論文の著者が博士（理学）の学位を授与されるに足る十分な資質を有す
るものと判定する。
